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精究三三三
h 三工1悟三

甲胎蛋白 (AFP) 对正常人淋巴

细胞的作用*

洪锦心罐胡江翠 张前进 回培坤 余新生

(土海市'申癖研究所免疫学、拥抱生物学研究盒)

在胚胎期和某些疾病情况下大量合成AFP

究竟起什么生理功能，这是近年来AFP研究中

比较引人注目前一个方向自 1J'，也是 AFP

研究中尚待介决的一个问题。我们试图以体外
细胞免疫方法探讨 AFP 对正常人淋巴细胞的

作用。

材料方法

1. 血清处理 z 无菌收集泪合脐带血清

〈含AFP50微克/毫升) ，一份过滤灭菌保存

待用，另一份通过接有 AFP 抗体的亲和层析

以去尽所含AFP，流出被经检测AFP含量小于

20毫微克/毫升，然后过滤灭菌待用。同法分别

收集的正常人混合血清及含 AFP 的肝癌病人

混合血清。以上血清均经蛋白定量，使用时调

毫总蛋白量相等。

2. 纯化 AFP 制各 z 胎儿匀浆生理盐水浸

出攘，用硫酸牍沉能法及亲和层析法制备，制

品中 AFP 含量在98%以上。无菌过滤后冰冻

干燥待用。

3. 淋巴细胞转化试验z 采用观察淋巴

细胞分裂相的方法17目。本实验中用肝素抗凝

的正常人全血0.2毫升，先加入脐带血清0.5毫

升， 37"C温育 1 小时 (AFP 浓度为 27微克/毫

升〉再加入0.1毫升 PHA 和 RPMI1640培液使

最后体积为 2 毫升 (AFP最后放度为 9.4 微

克/毫升) 37"C培养进行淋转试验，每次 2-3

复份。共测11例正常人。

4. 琳巳细胞分离 z 肝素抗凝正常人全

血用比重 1.077 的 Ficoll 泛影葡股梯度离心，

8003. 离心15分钟，分离的细胞用 Hank's漉

挽三次，计数，调至所需浓度待用。

5. ERFC (EJ.t瑰花〉试验: 0.2 毫升试验

血清与 50 万淋巴细胞混合， 37"C温育 30 分钟

〈如用提纯的AFP，则加入AFP榕液40毫升〉

后，用 Hank's液洗二次，加入院过 8 次的绵

羊红血球 (SRBC) 悬液0.1毫升，淋巴细胞与

SRBC 比例为 1 : 50，混合后37"C温育15分钟，

500转/分，离心 5 分钟后于 4 "C放置 2小时，制

片观察，有 4 个或 4 个以上 SRBC 粘附的为

ERFC阳性细胞，计数整个淋巴细胞群体中ER

FC的百分比。每次两个复份。共测定16例经脐

带血清处理的正常人淋巴细胞的 ERFC， 8 例

经肝癌血清处理的及 6 例由纯化 AFP 处理的

淋巴细胞。

6. ARFC (Active 玫瑰花〉试验z 用

稍加改良的 Smith 方法进行E SE ，淋巴细胞处

理同 ERFC 试验，但离心后不放置在 4 "C而

是立即固定涂片。温度对 ARFC 有较大影响，

以保持在20"C左右为宜。共测试 8 例经肝癌血

清和脐带血清处理的， (5例经纯化AFP 处理

的淋巴细胞。

7. PHA 激活过的淋巴细胞的玫瑰花试验

〈巨大 ERFC，巨大 ARFC) :试验方法另有

详述川、本实验中用经 PHA 活化72小时的淋

巴细胞〈约有50%是被活化的淋巴母细胞〉经

AFP 处理后进行 ERFC 和 ARFC 试验，方法

同前面介绍的 ERFC 和ARFC 方法。两项试验

各测定 6 例正常人。

·本实验工作承本所许凯黎、关费芳同志协助进行AFf纯佬

忑1tE属梅测工作，串串此lt谢
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8. 微量淋巴细胞细胞毒性试验= 用中

科院细胞生物学研究所提供的肝癌细胞株7402

作靶细胞，观察AFP 对淋巴细胞的天然细胞毒

性和 PHA 诱导的细胞毒性的影响。操作方法

另有报道[ 7丁，本实验中在实验组中加入提纯

的AFP至最终浓度为155微克/毫升，两项试验

各测试 6 例正常人。

实验结果

1. 合 AFP的血清j(t ERFC 和 ARFC的影

响 z 含 AFP 的脐带血清和肝癌病人血清，一

般都不显示对 ERFC 和 ARFC 影响，但在 ER

FC 试验中16 例中有 3 例其 ERFC 被脐带血清

所降低〔注z 在本文实验中 ERFC 和 ARFC

实验组与对照组比校时，均以超过 5%的变化

作上升或下降，以摒除实验观察涂片时的计数

误差〕但 AFP 去尽后的脐带血清对此三例淋

巴细胞 ERFC 产生相同的降低作用。

(实验结果见表 1 ，图 1 ，图 2 ) 

411. ..带血清对 3 例供主ERFC仿抑制

立之芝[;:;混 l器件;2
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L寸-一寸「一←-w一一←
圈 1 :合AFP血清对ARFC的影响

1. 正常人血清，平均值=26.04; 1 、脐带血清，平均

值=25.83; 直、不含AFP脐带血清，平均值=25.82; 11 、

含 AFP 肝癌血清，平均值=29 ， 33; V、不含 AFP 肝癌血

清，平均值军28 ，币，

• : . ' •• ... •• • :. • • 2 • •• ..... ... ..... • • • 
:;:. ..:'1、..， •• ' ' • • ' • 

1I 

固 2 :舍AFP血清xtERFC的影响

I 、正常人血清，平均值=53.75; 1 、脐带血清，平均

值=52.38: I、不含AFP 脐带血清，平均值=53.07; lV、

合 AFP 肝癌血惰，平均值=53.65: V、不含 AFP 肝癌血

稽，平均信=52.5.

2. 脐带血清)(1'淋巴细胞转化的影响 z 与

正常人血清相比，脐带血清显著抑制JPHA剌激

的淋巴细归转化?然而AFP去尽的脐带血清产

生同样显著的抑制作用。〈见表 2 ) 

32.1土8.4

份 AFP最终浓度为9.4微克/毫升

统计处理: (A)组与 (C)组相比

P<O.OOl 
(B)组与 (C)组相比

P>O.5 
(student-t 试验计算)

3. 纯化的AFPj(tERFC及ARFC 的影响 z

各种改度AFP对ERFC无影响(见表 3 ) ，而

对ARFC及巨大ARFC 均有影响，但AFP 对不

同供主的淋巴细胞起的作用不同，且对不同供
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""3 纯化AFP.ltERFC影响幡 农4 纯化AFP付医大ARFC够喻

AFP浓度

主淋巴细胞的阔值也不同。 6 例供主中 8例

AREC升高， 1 例下降， 2 例无变化〈见图 3) 。

~巨肚~大AR\、F\\CJ\A\‘\lF、F丸品\橡gl皮nl 

诸 x x 
iV! X X 
回 X X 
王 X X 
阮 x x 
蒋 x X 

' 10 

20 22 
9 , 6 10 

18.6 17.6 
14 15 
16 14 
19 25 

50 200 408 

23 22 17.6 

11.6 12 11 

/ / / 
15 14 14 

/ 10 8 
22 31.5 / 

.U 纯化AFP对巨大ERFC影响

\主巨大F主-\3JA扩F=F橡h皮副 。 10 50 200 400 

玉 x X 20.5: 18.5 19 1 16.51 18 

张 X X (A) 19 / 24 26.5 19 

高 X X 16 19 / 24 / 

张 X X (B) 20 20.5 26 30 31. 5 

国3 AFP对ARFC的影响，自主而下为
阮 X X 19 16 11 19 15 

蒋 X X 35.5 31.5 28 31 31. 5 
1.供主z 洪 XX 2. 供主2 方xx 3. 供主:蒋xx

4. 供主z 陈 xx 5. 供主2 张XX 6. 供主:请xx

4lS AFPrt正常人天然称已细胞细胞毒性伪澎喃

JF问 吧? |靶细胞工巴细胞|靶?跑 ld:相比〉
张 X X (男) 422土 60 215土 20 263土26.5 P<O.OZ6. 

方 X X 422土 60 96土 16 150士" P<0.001. 

张 x x (女) 208土 30 169士 21 228士 16 P<0.05. 

阮 x x 213土 24 152土 28 145士 21 P>0.6… 
诸 x x 241.7土 58 .4 188土 39.2 83.2土 11.7 P<O.OI* * 

王 x x 248土 4 1. 58 198土 8.32 141土31. 71 P<O.Ol* * 

一一一

幡供主淋巴细胞反击能力放AFP抑制.

"供主淋巴细胞攻击能力被增强。

"‘ AFP对供主淋巴细胞攻击力无显著影响a
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还可见 8 例巨大AREC下降， 1 例巨大 ARFC

上升〈见表 4 )。而在巨大ERFC实验中除 2

例明显上升外，还可见有二例在 50 微克/毫升

AFP浓度时分别有上升或下降〈见表 5 ，分别

是张 xx(A) ，蒋 x x ) ，但在高浓度时又

回复到对照水平。

4. 纯化 AFP 对提量琳巴细胞细胞毒性均

影响 z 在实验中亦观察到AFP对不同供主的

淋巳细胞产生不同作用。在淋巴细胞天然细胞

毒性试验中， 6 例供主中有 8 例供主淋巴细胞

毒性作用被抑制， 2 例被增强， 1 例无变化

(见表 6 )。在 PHA 诱发的淋巴细胞毒性试

验中，仅 1 例供主淋巴细胞毒性被增强，另)

例被抑制〈见表 7 )。实验中我们亦排除了

AFP制品本身对靶细胞的毒性作用。〈见表8)

4l7 AFP对PHA剌泯竹正常人淋巴细胞细胞毒性的影响

剩余 \组 1 ~~~I~m~~ 
'\. - N.' I _.."... I 靶细胞+淋巴细胞 | 靶细胞+辩已细胞 f 

靶细胞\别 | 靶细胞 I _"T\ol "-N~ ~Tr~I~~'tai lJ~ I 
... ,,"" I '_'_H~ I +PHA +PHA+AFP I 

~子 '\. I (A) I (B) i (C) I < (B)组与 (C)组相比〉
供主 头I I ,-, I ,-, I 

沈 x x I 112土 28 50土 22.9 33.17土 1 1.3 1 P>0.2… 
吴 x x I 67土 17.6 17土 1 1. 3 I 18土 8 .4 ! P>0.5… 
供 x x 88土 11

阮 x x 153土 28

诸 x x 187.83土 35.71

王 x x 248.3土 37.96

铸供主淋巴细胞攻击能力被抑制

H 供主淋巴细胞攻击能力被增强.

H幡 AFP对供主淋巴细胞攻击力无显著影响.

~8 统化AFP对早已均月也影响

21土1. 6

28土S

19士 10.8

85土 14

平平牛尹i 王 Etl__ _J沪的吟片F
事E 细胞 I 340.83土 45.9

I I P>0.5* 
靶细胞 +AFP I 330.5土 40.87

~-~T 也一刊|白卢L卢 一
I I P>O.5* 

靶细胞十AFP I 368土 52.36

铃表明AFP制品不显著影响靶细胞生长

讨论

我们的实验显示脐带血清和AFP去尽后的

脐带血清都能抑制 PHA 引起的正常人淋巳细

胞转化及某些正常人( 16例中 8 例)的ERFC ，

提示脐带血清的兔疫抑制作用可能不是AFP而

是其他成分引起，如母体血清中粘蛋白 (muc

oprotein)和糖蛋白[ 10 J 及娃振期某些激素 [11 J 

等等。令人非常感兴趣的是 Ladib 等用新生小

S土3.95 P>0.01* * 

46土 14 P<0.05* 

14土4.6 P>0.5… 
72士 13.4 P>0.5… 

鼠血清和羊水进行了类似实验 L121 ，也观察到

AFP去尽后的羊水及新生小鼠血清抑制淋巳细 t

胞转化。

在用我们提取的AFP制品进行的实验中，

较高战度的 AFP 能影响一些供主淋巴细胞的

ARFC，巨大ERFC和巨大 ARFC ，看来AFP

不仅对T淋巴细胞的→个亚群 ARFC 淋巴细胞

与SRBC的亲和力有影响，而且对经PHA 活化

的淋巴细胞与SRBC 的亲和力有影响。也注意

到 AFP对各供主淋巴细胞的作用是因人而异

的，可以引起兔疫抑制作用，也可以起增强作

用。同时对供主淋巴细胞起影响的AFP放度的

阔值也各不相同。在ARFC试验中， AFP 浓度

为10微1l./毫升时琦各供主淋巳细胞都元显著

作用，在 50 微克/毫升浓度时仅有 1 例供主洪

x xARFC上升。而AFP浓庭为 1000傲克/毫升

使4个供主ARFC变化，因此AFP含量就低的样
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晶如脐带血清等，对正常人淋巴细胞的 ARFC

往往不能起作用。

我们还观察到AFP能影响某些正常人淋巴

细胞天然细胞毒性和PHA诱发的细胞毒性，在

AFP作用下有些供主淋巴细胞攻击能力被抑制

了，有些不受影响，还有一些攻击力甚至被增

强了。

根据上述AFP制品的初步实验结果，我们

认为AFP不象是一种一般的免疫抑制剂， AFP 
对各个供主的淋巴细胞可能起不同的作用.

关于AFP对淋巴细胞的作用，尚存在各种不同

解释， Charpen tier曾报道AFP能增强混合淋巴
细胞反应[川， Yachnin [ 14 1 报导人体淋巴细

胞中可能存在对抗AFP的亚群， Alpert 等介绍

11SIAFP的免疫抑制可能是T细胞中的Ts(Sup-

pre~sor Cell) 所中介，……。我们还认为各

供主淋巴细胞的亚群组成各不相同，在AFP作

用下整个淋巴细胞群体的反应也表现不同。况

且，已发现AFP不是单一成分，用等电点聚焦

法至少可分成六种成分E161 ，这些亚类的生物

活性不一[14 ， "1 ，可能只是其中之一种起兔

疫抑制作用。此外在制备AFP过程中往往可能

把一些小分子带入，而正是这些小分子起着兔

疫抑制作用自 17阻。这些且能部分解释AFP实验

中引起生物活性差异的原因，但可能尚有未了

解的因素起着作用， Tomasi 己作过详细的讨

论[ 1 7 J 。总之，了解淋巴细胞各亚群在AFP作
用下的功能表现及 AFP 本身各亚类的不同作

用，将有助于进一·步深入了解 AFP 的生理功

能。

结

利用淋巴细胞转化， ERFC、 ARFC、巨

大ARFC，巨大ERFC及微量淋巴细胞细胞毒性

试验等体外细胞兔疫方法研究人体蹄带血清及

纯化的AFP制品对正常人淋巴细胞的作用@结

果提示脐带血清可引起的淋巴4细胞转化的事I1制

并不是由 Jm.请中AFP所载。而纯化;Y~抑制品有

时能增强某些供主淋巴细胞的作用，有时则抑

制另一些供主淋巴细胞的作用，可见AFP对淋

巴细胞的作用是复杂的， AFP不象是一种一般

的兔疫抑制剂。
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